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(3) Substanz fur die therapeutische Behandlung von Tinnitus 

@ Die Erfindung betrifft Substanzen, die die Transkription 
der Exone III und IV des BDNF-Gens (Synonym: BDNF 
Exon lll/IV) stimulieren, als Wirkstoff(e) von Arzneimitteln 
bzw. pharmazeutischen Zubereitungen fur die therapeuti- 
sche Behandlung von Tinnitus. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft eine Substanz als Wirkstoff 
von Arzneimitteln bzw. pharmazeutischen Zubereitungen 
fur die therapeutische Behandlung von Tinnitus. 5 
[0002] Zwischen 6% und 8% der Bevolkerung in der 
USA, England odcr Dcutschland lcidct unter Phantom-Gc- 
rausch-Wahrnehmungen, dem sogenannten Tinnitus. Zur 
Zeit wird Tinnitus mit psychosomatischer Behandlung, Re- 
laxations Therapie, Biofeedback, Hypnotherapie, elektri- 10 
scher Stimulation, Lidocain Iontophorese oder Maskierung 
therapiert, ein ausschlieBlich symptomatisches Therapie- 
konzept. Eine ursachlich angreifende Therapie fehlt bis 
heute vollig. Auf der Basis der Erkenntnis, daB Tinnitus im 
Menschen durch Salicylatgaben induziert werden kann, daB 15 
beim Tier Salicylatgaben eine Hyperaktivitat zentraler audi- 
torischer Kerngebiete hervorrufen und ganz in Analogie 
zum Menschen, Phantomgerauschwahrnehmungen auslo- 
sen, ist ein Tiermodell entwickelt worden (Penner and Ja- 
streboff, 1996, Bauer et ai., 1999), bei dem ein Salicylat-in- 20 
duzierter Tinnitus durch Konditionierung eine Verhaltensan- 
derung im Tier hervorruft (Penner and Jastreboff, 1996; 
Bauer etal., 1999). 

[0003] Im dem Stand der Technik ist bekannt, daB Ner- 
venwachstumsfaktoren nicht nur generelle Uberlebensfak- 25 
toren fur Nervenzellen sind, sondern eine akute Stimulie- 
rung der elektrischen Aktivitat von Nervenzellen induzieren 
konnen und diese auf die Aktivitat von Neuronen zuriick- 
wirken kann (Thoenen, 1995). 

[0004] Zur Familie der Nervenwachstumsfaktoren gehort 30 
unter anderem das Protein BDNF (brain-derived nerve 
growth factor), das mit hoher Affinitat einen Proto-Onco- 
gen-, Rezeptor, den Tyrosin Kinase Rezeptor (TrkB), bindet. 
Es ist insbesondere das BDNF-Protein, das uber die Aktivie- 
rung unterschiedlicher Promotoren auf die Effizienz und den 35 
Erhalt von Synapsen und Neuronen zuriickwirkt und so un- 
ter anderem auch den Phanotyp von distinkten Neuronen 
aufrechterhalten kann (Rutherford et al., 1997). Das BDNF- 
Gen besteht aus vier 5' Exonen (Exon I bis Exon IV), die an 
separate Promotoren gekoppelt sind, und aus einem gemein- 40 
samen 3' Exon (full-length BDNF), das fur das reife BDNF- 
Protein kodiert (Timmusk et al., 1993). 
[0005] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung von Arzneimitteln zur therapeutischen Behandlung 
von Tinnitus, die auf die molekularen Ursachen von Tinni- 45 
tus ausgerichtet sind und deshalb die bisher bekannten Be- 
handlungsverfahren hinsichtlich ihrer therapeutischen Wir- 
kung iibertreffen und erganzen. 

[0006] Eine Losung dieser Aufgabe besteht in der Bereit- 
stellung von Substanzen der eingangs genannten Art, die da- 50 
durch gekennzeichnet sind, daB sie die Transkription der 
Exone III und IV des BDNF-Gens (Synonym: BDNF Exon 
III/IV) stimulieren und demzufolge fur den Einsatz als 
Wirkstoff(e) von Arzneimitteln bzw. pharmazeutischen Zu- 
bereitungen fiir die therapeutische Behandlung von Tinnitus 55 
geeignet sind. 

[0007] Diese erfindungsgemaBe Losung beruht auf der 
iiberraschenden Erkenntnis, daB die im Saugetier und 
Mcnsch durch Salicylatgaben induzicrtcn Tinnitussym- 
ptome mit einer signifikanten Reduktion der BDNF Exon 60 
III- und BDNF Exon IV-Aktivitat im peripheren auditori- 
schen System einhergehen, namlich mit einer Erniedrigung 
der BDNF Exon KI/IV-rnRNA-Konzentration im Innenohr 
und im Inferioren Colliculus, und daB durch eine Stimulie- 
rung der BDNF Exon III/IV Aktivitat, d. h. durch eine Erho- 65 
hung der BDNF Exon IMV-mRNA-Konzentration die Tin- 
nitus-Symptome beseitigt oder zumindest verringert werden 
konnen. 
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[0008] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfin- 
dung ist die BDNF Exon JH/TV stimulierende Substanz ein 
Analogon von BDNF Exon IE- und/oder BDNF Exon IV- 
Transkriptionsfaktoren oder deren Regulatoren. Ebensogut 
kann die Substanz aber auch ein AMPA-Glutamat-Transmit- 
ter-Rezeptor-Agonist sein, insbesondere ein Kainate-Deri- 
vat, odcr auch cin NMDA-Glutamat-Rczcptor- Agonist, ins- 
besondere Quinolin Saure-Derivate und/oder Derivate von 
L-trans-2,3-PDG. 

[0009] Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung ist die BDNF Exon III /TV regulierende Sub- 
stanz ein Aktivator der Transmitter- Rezeptor- medierten Si- 
gnaltransduktionskaskade, die im menschlichen Innenohr 
und/oder in peripheren zentralen auditorischen Projektionen 
die Genaktivitat der BDNF Exone III und IV reguliert. Als 
solche Aktivatoren kommen erfindungsgemaB vor allem Re- 
gulatoren von Immediately Early Genen (WO) wie z. B. 
Agonisten spannungsabhangiger Ca2+ Kanale, insbeson- 
dere Bay K 8644-Derivate, und Agonisten des CREB-Si- 
gnaltransduktionsweges, insbesondere Forskolin-Derivate, 
zum Einsatz. 

[0010] Samtlich vorstehen genannten BDNF Exon IE/IV- 
stimulierenden Substanzen sind als Ausgangsmateri alien 
bzw. Wirkstoffe von Therapeutika zur langfristigen und/ 
oder akuten Behandlung von Tinnitus geeignet. Die vorlie- 
gende Erfindung umfaBt daher auch die Verwendung dieser 
erfindungsgemaBen Substanzen - allein oder in Kombina- 
tion - zur Herstellung von Arzneimitteln bzw. phamiazeuti- 
schen Zubereitungen fiir die therapeutische Behandlung von 
Tinnitus. 

[0011] Da es bisher keine befriedigend wirksarne ursach- 
lich angreifende Therapie fiir Tinnitus gibt, und die Folge- 
kosten von nicht-therapiertem Tinnitus - durch psychoso- 
matische Behandlungen, Arbeitsunfahigkeit bis hin zum 
Suizid — ein immenses gesellschaftspolitisches Problem dar- 
stellen, liefert die vorliegende Erfindung mit der Moglich- 
keit der Bereitstellung solcher Arzneimitteln/pharmazeuti- 
schen Zubereitungen einen Losungsweg auch fiir dieses 
Problem. 

[0012] Eine bevorzugte Verwendungsvariante sieht die 
Herstellung solcher Arzneimittel bzw. pharmazeutischen 
Zubereitungen vor, die den Patienten mittels des von Lehner 
et al. 1996 beschriebenen Mikrodosiersystem verabreicht 
werden konnen. Dieses Mikrodosiersystem ist zur langfristi- 
gen Applikation der erfindungsgemaBen BDNF Exon III/IV 
stimulierenden Substanzen geeignet. 

[0013] Eine anderen Ausfiihrungsvariante besteht darin, 
daB die unter Verwendung der erfindungsgemaBen Substan- 
zen hergestellten Arzneimittel bzw. pharmazeutischen Zu- 
bereitungen virale Expressionssysteme (virale Genkon- 
strukte) der Humanmedizin sind, die dazu geeignet sind, ei- 
nen stabilen Gentransfer von Substanzanaloga ins Innenohr 
oder ins zentrale Nervensvstem zu realisieren (Garrido et al. 
1996). 

[0014] Die Erfindung wird im folgenden anhand eines 
Ausfiihrungsbeispiels naher erlautert. 

Bei spiel 1 

Korrelation der BDNF Exon III/W-mRNA-Konzentration 
mit Tinnitussymptomen 

[0015] Die Untersuchungen wurden am Tiermodell ge- 
maB Penner und Jastreboff (1996) und Bauer et al. (1999) 
durchgefiihrt. 
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(I) Material 

[0016] Ratten (Wistar) wurden von Charles River bezo- 
gen. Adulte Ratten (1-3 Monate) wurden in folgende Grup- 
pen aufgeteilt. Eine Kontrollgruppe (I) von Tieren blieb un- 5 
behandelt. Eine Testgruppe (II) wurde entsprechend dem 
Stand dcr Tcchnik (sichc Bauer ct al., 1999) fur 3 Monate 
iiber das Trinkwasser mit Salicylat behandelt. Eine Test- 
gruppe (HI) wurde mit Salicylat und dariiberhinaus iiber 
eine Mittelohr Drainage (Katheter) lokal mit niedrigsten 10 
Dosen von AMPA-Rezeptor Agonist Kainate (0,1 nanomo- 
lar, 1 Bolus, 1 X taglich) behandelt. Eine Testgruppe (IV) 
wurde mit Salicylat und dariiber iiber eine lokale Applika- 
tion mit NMD A Rezeptor Agonist Quinolin- Saure (0,1 na- 
nomolar, 1 Bolus, 1 X taglich) behandelt. Eine Testgruppe 15 
(V) wurde mit Salicylat und dariiber hinaus iiber eine lokale 
Applikation mit L-Typ Ca2+ Kanal Agonist Bay-K-8644 
(0,1 u- molar, 1 Bolus, 1 X taglich) behandelt. Die Tiere wur- 
den nach der Salicylatbehandlung zum Zweck der Organ- 
entnahme getotet. 20 

(H) Methode 

(A) Hormessungen 

25 

[0017] Klick-evozierte und frequenzabhangige Stamm- 
hirn-Potential-Messungen wurden gemaB Knipper et al., 
2000 durchgefuhrt. Distorsionsprodukte otoakustischer 
Emissionen (DPOAEs) wurden wie bei Knipper et al., 2000 
beschrieben durchgefuhrt. 30 

(B) Gewebe Preparation 

[0018] Die Preparation der Cochlea und des Colliculus In- 
ferior erfolgte gemaB den im Stand der Technik bekannten 35 
Methoden (Knipper et al., 2000). Die zentralen auditori- 
schen Kerngebiete bzw. die Cochleae wurden mittels der im 
Stand der Technik (Knipper et al. 2000) bekannten Verfah- 
ren isoliert und dessektiert. Die Cochleae wurden in 0,1 mo- 
lar EDTA oder Calex (Fisher Diagnostic, Fair Lawn, NJ, 40 
USA) zum entkalken inkubiert und abschlieBend in O. C. T. 
Compound (Miles Laboratories, Elkhart, Ind., USA) einge- 
bettet. 

(C) Riboproben Synthese 45 

[0019] Von im Handel erhaltlichen (z. B. Firma Regene- 
ron, USA), in pBluescript II SK(-) Vektoren klonierte Vol- 
langensequenzen (Full-length Sequenzen) der Tyrosineki- 
nase Rezeptoren trkB (Rezeptor fur BDNF), (pSK- 50 
rTrkB(Cl), 3.3 kb) und BDNF (pSK-rB(Cl), 1.1 kb) wur- 
den komplementare Sense und Antisense Strange mit den 
im Stand der Technik bekannten und gelaufigen Methoden 
in vitro transkribiert (Wiechers et al., 1999). BDNF-Exon I- 
IV cDNAs wurden auf fachiibliche Weise kloniert und zur 55 
Verifizierung sequenziert. Riboproben wurden mit im Stand 
der Technik bekannten Methoden in vitro transkribiert (Tim- 
musk et al, 1993). 

(D) In-situ-Hybridisierung 60 
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(E) Northern Blot Analyse 

[0021] Die Detektion von BDNF-, Exon I-V- und trkB- 
mRNA im Northern Blot erfolgte mit den im Stand der 
Technik bekannten Methoden (Knipper et al., 1998; Wie- 
chers et al., 1999; Gestwa et al, 1999). 

(F) Verhaltenskonditionierung 

[0022] Ratten werden in Analogie zu Penner und Jastre- 
boff, 1996 und Bauer et al. 1999 so konditioniert, daB sich 
eine S alicylat-induzierte Phantomgerausch-wahmehrnung 
in einer messbaren Verhaltensanderung demonstrieren laBt. 
Kafig- und Versuchsaufbau sind in Analogie zu Penner und 
Jastreboff, 1996 und Bauer et al. 1999 durchgefuhrt. 10 Rat- 
ten werden iiber 10 Training seinhei ten in taglich 20 Minuten 
Trainungsitzungen konditioniert, so dass sie einen 70 dB/ 
3 kHz Ton mit Zuckerwasserbelohnung koppeln. Der Ton 
wird in Grenzen und Breitbandigkeit variiert. Bei Stille ver- 
bringen die Tiere typischerweise nach ca. 10 Konditionie- 
rungs - Sitzungen keine sinnlose Zeit mehr am Belohnungs- 
spender. Bei Bedarf wird Fehlverhalten mit negativem Sti- 
mulus (Strompuls) bestraft. 

[0023] Salicylat- induzierter Tinnitus im Tier resultiert in 
einer meBbaren Verweildauer am Belohnungspender. 

(EH) Ergebnisse 

[0024] Die Untersuchung der Horfahigkeit der Tiere mit 
Hilfe der Klick- und frequenzabhangigen BERA und mit 
Hilfe von DPOAE Messungen jeweils vor und nach der Sa- 
licylat-Behandlung zeigten (in Ubereinstimmung mit Ku- 
jawa et al., 1992), daB eine kurzfristige Salicylat Behand- 
lung die Horschwelle nicht meBbar verandert, die Distorsi- 
onsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAE) jedoch 
signifikant reduziert. Nach chronischen Salicylatgaben war 
mit der Klick-induzierten Stammhirn-Potential-Messung 
und mit der frequenzabhangigen Stammhirn-Potential-Ab- 
leitung ein geringer aber dennoch signifikanter Horschwel- 
lenverlust im hochfrequenten Bereich nachweisbar, der (in 
Analogie zu Bauer et al. 1999) mit einer konditioniert en 
Verhaltensanderung des Tieres korrelierte. 
[0025] Die molekulare Analyse der Konzentration von 
BDNF-Exon I- bis V-mRNA sowie trkB-mRNA in der 
Cochlea und im Inferioren Colliculus mittels in situ Hybri- 
disierung und Northern Blot Technik zeigte, daB der BDNF 
Exon IE- und IV-mRNA-Spiegel sowohl in den Spiralgan- 
glien der Cochlea als auch im gesamten Inferioren Collicu- 
lus (Northern Blot) und im zentralen, dorsalen und externen 
Nukleus des Inferioren Colliculus (In Situ Hybridisierung) 
nach chronischer Salicylat- Applikation im Vergleich zur 
Kontrolle signifikant niedriger war. 

[0026] Die gleichzeitige Applikation von Salicylat und 
Quinolin Saure bzw. Salicylat und Kainate bzw. Salicylat 
und Bay K 8644 resultierte sowohl in der Cochlea als auch 
im Inferioren Colliculus in BDNF- Exon-HI/I V-mRNA 
Spiegeln, die mit denen der unbehandelten Kontrolltiere 
vergleichbar waren. Damit einher ging eine Normalisierung 
des hochfrequenten Horvcrlustcs bei den betroffenen Tie- 
ren. 
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[0020] Die Riboproben wurden in entsprechenden Kon- 
zentrationen im Hybridisierungspuffer verdtinnt (RPN3310, 
Amersham). Die Hybridisierung mit mRNA auf Cochlea- 
und Inferior-Colliculus-Schnitten erfolgte iiber Nacht in ei- 65 
ner 50%-Formamid-haltigen Feuchtekammer bei 5°C. Die 
Wasch- und Detektionsprozedur erfolgte wie bei Gestwa et 
al, 1999 beschrieben. 
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net, daB die Substanz ein Regulatoren von Immediately 
Early Genen (TEG) ist. 

10. Substanz nach An sprue h 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Substanz ein Agonisten spannungsab- 
hangiger Ca2+ Kanale, insbesondere ein Bay K 8644- 
Derivat ist. 

11. Substanz nach Anspruch 8, dadurch gckcnnzcich- 
net, daB die Substanz ein Agonisten des CREB-Signal- 
transduktionsweges, insbesondere ein Forskolin-Deri- 
vat ist. 

12. Substanz nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB sie von einer Nukleotidse- 
quenz kodiert wird, die in ein virales Expressionssy- 
stem integrierbar ist, das dazu geeignet ist, einen stabi- 
len Transfer dieser Nukleotidsequenzen in Zellen des 
Innenohrs oder des zentrale Nervensystems und die 
Expression der Substanz in diesen Zellen zu realisie- 
ren. 

13. Verwendung einer Substanz nach einem der An- 
spruche 1 bis 12 zur Herstellung von Arzneimitteln/ 
pharmazeutischen Zubereitungen fiir die therapeuti- 
sche Behandlung von Tinnitus. 



1 . Substanz zur Verwendung als Wirkstoff von Arznei- 40 
mitteln/pharmazeutischen Zubereitungen fiir die thera- 
peutische Behandlung von Tinnitus, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie die Exone III und IV des BDNF-Gens 
stimuli eren. 

2. Substanz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 45 
net, daB sie den BDNF-Exon III-mRNA-Spiegel und/ 
oder den BDNF-Exon-IV-mRNA-Spiegel erhoht. 

3. Substanz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Substanz ein BDNF-Exon III-Tran- 
skriptionsfaktor und/oder ein BDNF-Exon IV-Tran- 50 
skriptionsfaktor oder ein Analogon oder eine Regulator 
wenigstens einer dieser Transkriptionsfaktoren ist. 

4. Substanz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Substanz ein AMPA-Glutamat-Trans- 
mitter- Agonist ist. 55 

5. Substanz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Substanz ein Kainate-Derivat ist. 

6. Substanz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Substanz ein NMDA-Glutamat-Rczcptor- 
Agonist ist. 60 

7. Substanz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Substanz ein Quinolinsaure-Derivat und/ 
oder ein Deri vat von L-trans-2,3-, PDC ist. 

8. Substanz nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Substanz ein Aktivator der Transmit- 65 
ter-Rezeptor-medierten Signaltransduktionskaskade 
ist. 

9. Substanz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 



